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論文内容要旨
 5-Flaorouracil(5-FU)は固形腫瘍の治療に広く用いられている代謝拮抗性制癌剤で
 あるが,それに対する耐性の発現は実験腫瘍のみならず臨床癌でもしばしば経験され,化学療法
 効果を大きく左右している。したがって,これの耐性機序の解明は,5-FUを含む癌化学療法
 効果を高めるために,また代謝拮抗剤一般に対する薬剤耐性を理解する上でも極めて重要な研究
 課題である。
 5-FU耐性細胞では5-FUの標的酵素であるthymidylatesynthetase(TS)が遺伝子レ
 ベルで増加している事が報告されているが,TSの増加により5-FU耐性を獲得するためには
 TSの補酵素であるN5,Nlo-me七hylenetetrahydrofola七e(me七hyleneTHF)もTS量に充
 分対応できるだけ存在する事が必要となる。methyleneTHFはdihydrofola七e(DHF)からdi-
 hydrofola七ereductase(DHFR)により生ずるTHFを経て生成されるが,過剰のTSが存
 在すると考えられる5-FU耐性細胞では,methyleneTHFを大量に供給するためにDHFR
 活性が亢進している可能性も考えられる。
 本研究では,以上の観点から5-FU耐性細胞におけるD耳FRの発現状況を明らかにする事
 を目的.として,まずマウス白血病細胞L1210の5-FU耐性株を作製し,これを用いてそのDHFR
 のmRNAおよびDNAの定量的な測定を試み,また同時に染色体レベルでの変化についても検
 討を行った。
 【材料および方法】
 細胞はマウス白血病細胞L1210を用いBDF1マウスの腹腔内で継代した。この継代時に5-
 FUを同時に腹腔内投与し,5-FU耐性株(以下L1210/5-FU-1)を作製した。また癌
 研究所癌化学療法センターより供与されたme七ho七rexate(MTX)耐性株(以下L1210/MTX)
 および5-FU耐性株(以下L1210/5-FU-2)も用いた。
 L1210,L1210/5-FU-1およびL1210/5-FU-2細胞を種々の濃度の5-FUを含む
 培地中で培養し,viablecellをtripanblueによるdyeexclusion法を用いて算定し,増殖曲
 線を作製するとともに,培養開始後48時間目の50%inhibi七〇ryconcentration(IC5。)を算出
 した。
 また5-FUの細胞内への取り込みをみるために,L1210およびL1210/5-FU-1細胞を
 10-6Mの3H-5-FUを含む培地中で0～50分間培養し,10分毎に採取した細胞の放射活性を
 液体シンチレーションカウンターを用いて測定した・
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 DHFRのmRNA量は,DHFRcDNAを32Pで標識し各細胞系より抽出した良NAと
 Northemblothybridizationを行い,au七〇radiogram上のバンドの強さで判定した。
 DHFRのDNA量は,同様に32Pで標識したDHFRcDNAを用い,各細胞系より抽出し
 たDNAとSouthernblothybridiza七ionを行い,au七〇radiogram上のバンドの強さで判定した。
 さらに染色体レベルでの変化を検討するために,分裂中期のL1210およびL1210/5-FU-1
 細胞を用い,染色体のG一染色,Q一染色を行った。
 【結果および考察】
 細胞の増殖曲線がら算出した5-FUのIC50はL1210では3×10-7M,L1210/5-FU-1
 では1.65×10-5M,L1210/5-FU-2では1.35×10`5Mであり,二つの5-FU耐性細胞はい
 ずれもし1210の約50倍の耐性を示した。
 細胞への3H-5-FUの取り込みは,L1210/5-FU-1でし1210の約1/2であった。
 この事は,耐性機序の一部に膜の透過性あるいは5-FUの分解の問題も関与・している事を示唆
 している。
 Northemblothybridiza七ionでは,用いたすべての細胞系で1.6kb,'1.2kb,1.Okbおよび
 0,75kbに相当する4本のmRNAのバンドが認められた。一般にMTX耐性細胞ではDHFRの
 mRNAの増加が知られており,今回行った検討でも非常に強いバンドが認められたが,L1210
 /5-FU-1およびL1210/5-FU-2でもL1210/MTX細胞より軽度であったが,L1210
 細胞に比べて強いバンドが認められ,5-FU耐性細胞においてDHFRのmRNAが増加して
 いる事が示された。
 Southemblo七hybridiza七ionではrestric七ionfragmen七1engthpolymorphysmは認めら
 れなかったが,L1210/5-FU-1およびL1210/5-FU-2細胞でL1210に比べて強いバ
 ンドが得られ,DHFRのDNAの増幅が示された。
 染色体分析では,5-FU耐性細胞でdoubleminu七echromosomesは認められなかったが,
 homogeneouslys七ainingregionと思われる変化が一部の染色体標本で認められた。これは増
 幅したDHFR遺伝子の反映である可能性が考えられた。
 以上今回の検討によって5-FU耐性細胞ではDHFRのmRNAおよびDNAが増加してい
 る事が明らかにされ,またDHFRの増加とこの酵素の関与により生成されるmethyleneTHF
 の増加の可能性が示された。これらの事は,5-FU耐性細胞においてmethyleneTHFの増加
 がTSの増大と相まって耐性成立に関与している事を示唆するものである。
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 審査結果の要旨
 5-Fluorouエaci1(5-Fu)は固形癌の治療に現在最も多用されている代謝拮抗剤である
 が,それに対する耐性の発現が臨床上の問題となっている。したがって,これの耐性機序の解明
 は5-FUを含む治療レジメンの効果を高めることにより癌化学療法の治療成績の向上に寄与し,
 かっ,代謝拮抗剤一般に対する耐性の発現を理解する上で重要な研究課題である。
 5-FU耐性細胞では5-FUの標的酵素である七hymidylatesynthetase(TS)が遺伝子レ
 ベルで増加していることが知られているが,TSの増加により5-FU耐性が発現するには,
 TSの補酵素N5,Nlo-methylene七e七rahydrofola七e(MTHF)もTS量に充分対応できるだ
 け存在する必要がある。MTHFはdihydrofolate(DHF)から,d呈hydrofolatereduc七ase
 (DHFR)により生ずるTHFを経て生成されるので,過剰のTSの存在で5-FU耐性になっ
 た細胞では,MTHFを大量に供給する必要上DHFR活性が亢進している可能性が考えられる。
 本研究は以上のような観点から,5-FU耐性時のDHFRの発現状況を明らかにする目的で,
 マウス白血病細胞L1210の野性株(L1210),著者が本研究のために作製した5-FU耐性株
 (L1210/FU-1),癌研究所癌化学療法センターより供与された5-FU耐性株(L1210/
 FU-2),およびmethotrexa七e(MTX)耐性株(L1210/MTX)について,DHFRの
 mRNAおよびDNAの定量的測定を試みるとともに,染色体レベルでの変化についても検討し
 たものである。
 著者は,まず,これらの細胞株について5-FUのIC5・を検討し,2つの5-FU耐性株はい
 ずれもし1210細胞の約50倍の耐性を示すことを観察したが,細胞への3H-5FUの取り込みは
 し1210/FU-1株ではし1210株の約1/2であったことから,この研究に用いた5-FU耐性
 株の耐性発現には一部膜の透過性あるいは5-FU分解の問題も関与している可能性を示した。
 次に,DHFRの発現状態をNor七hemblo七hybridiza七ion法によりmRNAレベルで検索し,
 用いたすべての細胞株でL6kb,L2kb,1,0kbおよび0・75kbに相当する4本のバンドを認めた
 が,2っのし1210耐性株のバンドはL1210/MTXより弱いが,L1210に比べて強かったので,
 これらの細胞においてはDHFRのmRNAが増加しているものとした。Southemblothybridi-
 zationでは,res七rictionfragmen七1eng七hpolymorphismは認められなかったが,5-FU耐
 性細胞ではいずれもし1210に比べ強いバンドを得,DHFRのDNAが増幅していることを示し
 た。染色体分析では,5-FU耐性細胞でhomogeneouslys七aningregionと思われる変化を一
 部の染色体標本で認めている。
 以上本研究は,5-FU耐性細胞ではDHFRのmRNAおよびDNAが増加していることを明ら
 かにし,5-FUの耐性機序に新知見を加えたものであり,この種の薬剤の耐性およびそれの解
 消策を考える上で,貴重な資料を提供するものと考えられるので,学位授与に値するものである。
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